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【研究目的】海洋性珪藻は、CO2濃縮機構 ( CO2-concentrating mechanism : CCM ) によって、無機炭素を葉
緑体内の RubisCO を集積したタンパク質ボディであるピレノイド近傍まで能動的に輸送することで、CO2に
対する高親和性光合成を行っている。珪藻ピレノイドは中心をチラコイド膜が貫通した液液相分離構造をも
ち、当研究室の先行研究により、ピレノイド貫通チラコイド内腔に特異的に局在する新奇 θ 型炭酸脱水酵素 
( θ-CA ) が発見されている。θ-CAはピレノイド貫通チラコイド内腔に輸送された HCO3- を内腔の酸性 pH下
で迅速に CO2 へ変換し RubisCOへ供給していると考えられる。しかしチラコイド内腔へ HCO3- 輸送する仕組
みは分かっていない。海洋性珪藻 Thalassiosira pseudonana のゲノムは、２つのチラコイド膜型 HCO3- 輸送体
候補遺伝子 (Tpbest1、Tpbest2) を有する。チラコイド膜内の HCO3-は CO2への脱水に加え、カウンターアニオ
ンとして膜電位(ΔΨ)の緩和も行う可能性がある。CO2 への脱水はプロトンを消費する一方で、膜電位の緩和は
ΔpH を強調する。これらは同時に起こるとお互いの機能を相殺する可能性があるため、チラコイド内腔への
HCO3-輸送は光化学系の機能と連携しながら精密に制御されると考えられる。本研究では、海洋性珪藻  T. 
pseudonanaにおいて Tpbest1および Tpbest2の CCMおよび光化学系における機能の解明を目的とした。 
 
【実験方法】High CO2 (1%) および Low CO2 (0.04%) 環境において培養した T. pseudonana野生株から総タン
パク質を抽出し、それぞれのタンパク質に対して特異的な抗血清を用いたウエスタンブロッティングによっ
て Tpbest1および Tpbest2の発現量を調べた。Tpbest1および Tpbest2:EGFP過剰発現株を作製し、共焦点レー
ザー顕微鏡を用いて局在解析を行った。Tpbest1および Tpbest2過剰発現株において High CO2および Low CO2
環境下での増殖曲線を作成し、比増殖速度を算出した。さらに、High CO2および Low CO2環境下で培養した
過剰発現株においてクロロフィル蛍光測定による光化学系の解析を行い、測定値よりチラコイド膜内の ΔpH
に相関する指標である non-photochemical quenching (NPQ) の値を算出した。また、クラーク型酸素電極を用い
た酸素発生速度測定による光合成パラメータの算出を行った。 
 
【実験結果と考察】Tpbest1 および Tpbest2 を EGFP 標識による細胞内局在解析を行った結果、どちらもピレ
ノイド近傍に蛍光が観察された。また、ウエスタンブロッティングの結果から、これらタンパク質は Low CO2
において Tpbest1は約 20倍、Tpbest2は約 10倍に発現誘導されていた。酸素電極を用いた光合成活性測定の
結果、光利用率は Tpbest1:EGFP 過剰発現株において上昇し、Tpbest2:EGFP 過剰発現株においては低下した。
パルス可変クロロフィル蛍光（PAM）による分析を行った結果、強光条件下で Tpbest1:EGFP過剰発現株では
NPQが減少し、Tpbest2:EGFP過剰発現株では NPQが増加した。NPQはチラコイド膜の ΔpH形成と相関する
ため、Tpbest1 は ΔpH形成を抑制し、Tpbest2 は ΔpH形成を促進する可能性が考えられた。以上の結果から、
Tpbest1 および Tpbest2 はピレノイド近傍のチラコイド膜において光利用効率と光耐性の最適化に働に相反す
る機能を有していることが考えられた。すなわち、Tpbest1はチラコイド内腔でプロトンを消費して CO2生成
に寄与する HCO3- 輸送体、一方 Tpbest2は膜電位を緩和し ΔpH形成を促進する可能性が示唆された。 
